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1.- RESUMEN

Para determinar el efecto sobre el contenido de pigmentos foliares y, sobre la
sintesis de azucares que ejerce la radiacion UV-B en las plantas, se estudiaron
plantulas de A. punctatum bajo condiciones de laboratorio y mantenidas bajo exposicion
a una dosis diaria de radiacién ultravioleta de 30 pW/cm? por 6 horas diarias, durante un
periodo de 6 semanas, la que fue aportada por 4 lamparas Q panel, UV 313 (Hanna
Instruments Neurtek).

Las plantulas mantenidas bajo radiacion UV-B disminuyeron la tasa de
crecimiento de tallo y raiz respecto de su control, observandose una tendencia a la
recuperacion de estos parametros al término del tratamiento, mientras que el nimero de
las hojas aumento en igual periodo. Asi también, se observaron cambios en la biomasa
a nivel radicular y caulinar.

Al finalizar la 62 semana se evidencié que la radiacion UV-B indujo aumento en la
concentracion de pigmentos fotosintéticos (clorofila +53,90% y carotenos +184,77%) y
del flavonoide Quercetina en +162,60%. Ademas, en extractos de estas plantulas
tratadas, se logro identificar el glucido sustituyente de Quercetina, encontrandose que
este correspondia a Galactosa.

Por lo cual en A. punctatum se estaria reportando por primera vez la
identificacion de compuestos antioxidantes y de azucares sustituyentes en moléculas

de flavonoides, como producto de un incremento en exposicion a radiacion UV-B.



SUMMARY

In order to determine the effect of UV-B radiation on foliar pigment contents and
on sugar synthesis, A. punctatum plantlets were studied under laboratory conditions and
maintained under daily ultraviolet radiation exposition, with a dose of 30 uW/cm?, from 4
Q panel lamps, UV 313 (Hanna Instruments Neurtek), during 6 hours during under 6
weeks.

The growth rate of stems and roots decreased in plantlets maintained under UV-B
radiation, compared to the controlling group. A tendency towards recovery of this rate
was observed by the end of the treatment, while the number of leaves increased in the
same period. Also, changes in biomass at rooted and cauline levels were observed.

At the end of the treatment, UV-B radiation induced an increament on
photosynthetic pigments (chlorophyll +53.90% and carotenes +184.77%) and flavonoids
(Quercetine in +162.60%) concentration. Besides, the substituting glucid of Quercetine
was identified in extracts of the treated plants, finding that it corresponds to Galactose.

Therefore, the identification of antioxidant compounds and substituting sugar in
flavonoid molecules is reported for the first time in A punctatum, as a result of an

increase in the exposure to UV-B radiation.



2.- INTRODUCCION

2.1.- Energia solar

La energia solar se traslada a través de ondas electromagnéticas denominadas
radiacion. El contenido energético de radiacion solar que alcanza la superficie terrestre,
depende de su longitud de onda, y comprende: radiaciones de onda corta (280 — 400
nm) denominadas radiacion ultravioleta (UV), radiacion fotosintéticamente activa (PAR)
que es sensible al ojo humano (400 — 780 nm) y, la radiacion infrarroja (750 a 4000 nm),
la cual afecta el balance térmico y los procesos morfogénicos de las plantas (Fig. 1)
(Steubing et al. 2002).

La radiacion ultravioleta se divide en tres tipos: radiaciones UV-A (380-320 nm) la
cual es débilmente absorbida por el ozono estratosférico, llegando a la superficie de la
tierra, y produce en las plantas diferentes reacciones fotoquimicas. El nivel de radiacion
de ésta se mantiene relativamente constante (Bjorn, 1999); radiaciones UV-B (320-280
nm) la cual es filtrada por el ozono estratosférico también llamada UV biologicamente
activa, representa el 5% del espectro de radiacion UV y el 0.25% de toda la radiacion
solar que llega a la Tierra (Direccion meteorolégica de Chile);y radiaciones UV-C con
longitudes de onda menores que 280 nm y que son absorbidas por la atmosfera no
llegando a alcanzar la superficie terrestre (Steubing et al. 2002). Debido a que la
energia es inversamente proporcional a la longitud de onda, la radiacion UV-C, es la
radiacion mayormente energética la cual es incompatible con todas las formas de vida

(Bjorn, 1999).



La penetracidn en la atmédsfera terrestre de las radiaciones de onda corta
depende en gran medida del grosor de la capa de ozono, quien es la encargada de
filtrar la radiacion mediante reflejo, desvio o absorcion, por lo cual solo ingresa hacia la
superficie de la tierra aproximadamente un 26% de esta radiacion (Steubing et al.
2002).

El ozono es un gas producido naturalmente, a través de una serie de reacciones
fotoquimicas, en donde la radiaciéon actia disociando oxigeno molecular (O2) en
oxigeno atomico (O). Este oxigeno se combina rapidamente con oxigeno molecular

formando el Ozono (O3) (Spiro et al. 2004):

Oy *radiacionUv. 5 20,

O2() + Oy —— » Og

Og(g) + radiacion UV > Oz(g)+0(g)

La capa de ozono, que tiene dos funciones esenciales: proteger a los organismos
vivos de los efectos nocivos de la radiacion UV y ser la fuente de calor que origina la
estratificacion de la atmdsfera en una zona tranquila como estratésfera y una zona
turbulenta como la tropdsfera, ha sido alterada por la actividad humana (Spiro et al.
2004). Durante las ultimas décadas la capa de ozono se ha deteriorado por efecto de
sustancias quimicas llamadas ODSs (del inglés, Ozone Depleting Substances) tales

como clorofluorocarbonos (CFCs), hidroclorofluorocarbonos (HCFCs), metil bromuro



(MeBr) y otros compuestos industriales que contienen halégenos. Se estima, que de no
haber realizado un control de los niveles de CFCs y halégenos, la exposicidon a esta
radiacion en altitudes medias del hemisferio norte, se habria duplicado hacia el afio
2050 (Sharma, 2001). En Valdivia, los promedios mensuales de ozono obtenidos con el
TOMS (Total Ozone Mapping Spectrometer), muestran una tendencia decreciente de
5,6 % por década desde 1978 (Lovengreen et al. 2002). Los cambios producidos en el
ozono estratosférico son medidos en unidades Dobson (DU) en donde 1 DU
corresponde a 0,01 mm del espesor de la capa de ozono, a temperatura y presion
normales (0°C y 1 atm) (Kohen et al. 1995).

La radiacion solar tiene efectos fisioldégicos y térmicos sobre los organismos
vivientes. En seres humanos, evidencia fehaciente indica que la exposicion prolongada
a la radiacion UV, y debido a su efecto acumulativo, provoca quemaduras en la piel y
dafio en los ojos, lo que en un largo plazo, provocaria cataratas, dafio al sistema
inmune y cancer de piel, sobre todo en individuos de piel clara. Sin embargo, la
radiacion también ejerce efectos beneficiosos para la vida humana, un ejemplo de ello
es la activacion de la sintesis de vitamina D a nivel de piel, realizada por la radiacion
UV-B, mientras que la radiacion UV-A es la responsable del bronceado inmediato pero
también del fotoenvejecimiento. Este ultimo tipo de radiacion es usada en clinica en
tratamientos dermatologicos, como fototerapia en el tratamiento de la psoriasis (Spiro et
al. 2004).

En las plantas, la energia solar (que incluye PAR: UVA: UVB = 100:10:1)
constituye la principal fuente de energia para la mantencion de la fotosintesis aunque

del total de energia solar incidente sobre nuestro planeta, sélo el 0,3% de ella es



utilizada en este proceso (Spiro et al. 2004). Sin embargo, cuando los niveles de
radiacion ultravioleta sobrepasan los niveles criticos para cada especie, el efecto puede
ser negativo o dafarlos en forma irreversible puesto que el sistema fotosintético esta
ajustado a determinados rangos de radiacion. Particularmente sensible es el
fitoplancton, considerado como el primer eslabén de la cadena alimenticia marina y que
se distribuye principalmente sobre los estratos mas superficiales del océano. Se ha
establecido una correlacion entre la disminucion de la poblacion de fitoplancton y el
decrecimiento de la capa de ozono (Spiro et al. 2004).

Los efectos observados en las plantas en respuesta a disminucién de la capa de
ozono y aumento de radiacion UV, tiene como blancos los acidos nucleicos, causando
un dafio potencial en los aparatos fotosintéticos, para lo cual algunas desarrollan
mecanismos de defensa contra esta radiacion tales como: acumulacion de compuestos
absorbedores de radiacion UV en las hojas, reduccion del area foliar y disminucion del
crecimiento (Zavala et al. 2002). Con estos datos se podria asumir que la “sefial” UV-B
es también un importante regulador de la morfologia y del desarrollo de la planta
(Sullivan et al. 1999).

En forma mas especifica, por efecto de un exceso de radiacion UV-B se han
observado variaciones en la histologia foliar, cambios cuantitativos o cualitativos en
ceras epicuticulares, asi como incremento en el grosor y en el peso de la hoja. La
acumulacion de pigmentos absorbedores, reducen la transmitancia epidermal de la
radiacion UV-B y otorgan proteccion a las estructuras fotosintetizadoras mas sensibles

(Rozema et al. 1999). Entre estos pigmentos estan los flavonoides los cuales son una



clase de compuestos que se acumulan en la epidermis de la hoja en respuesta a la

radiacion UV-B (Hess et al. 2002).

A(m) 10 102 101 10+ 107 10 10w 10ms
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Figura 1.- Espectro electromagnético y region de UV visible (400- 700 nm).



2.2.- Flavonoides

Los flavonoides son compuestos fendlicos constituyentes de la parte no
energética de la dieta humana. Se encuentran en vegetales, hojas, flores, frutas y
semillas y son los responsables del color de muchas frutas y verduras, son
considerados los mas comunes constituyentes biologicos de las plantas (Martinez-
Flérez et al. 2002).

Fueron descubiertos por Szent- Gyérgy en 1930 cuando aislé de la cascara del
limén, la citrina, que regulaba la permeabilidad de los capilares. Los flavonoides se
denominaron en un principio vitamina P (por permeabilidad) y también vitamina C,
(porque se comprobdé que algunos flavonoides tenian propiedades similares a la
vitamina C). Sin embargo, el hecho de que los flavonoides fueran vitaminas no pudo ser
confirmado, y ambas denominaciones se abandonaron alrededor de 1950 (Martinez-
Flérez et al. 2002).

Desde el punto de vista quimico, los flavonoides son compuestos organicos de
bajo peso molecular, con un esqueleto basico de 15 carbonos, difenilpiranos (Cs-C3-Cs),
compuesto por dos anillos de fenilo (A y B) ligados a través de un anillo C de pirano
(heterociclico) (Fig.2). En las plantas se encuentran tanto en estado libre como
glicésidos. (Martinez-Florez et al. 2002).

De acuerdo al grado de oxidacion del puente de tres carbonos han sido
clasificados en diferentes grupos tales como: antocianinas, flavonas, flavonoles e
isoflavonas (Fig.3) (Taiz et al. 2002).

Tres caracteristicas estructurales son importantes para su capacidad

antioxidante: a) la presencia en el anillo B de la estructura catecol; b) la presencia de un



doble enlace en posicion 2 y 3; c) la presencia de grupos hidroxilo en posicion 3y 5. La
Quercetina, uno de los flavonoides mas comunes, presenta las tres caracteristicas,
mientras que la Catequina soélo presenta la segunda y la Diosmetina la primera (Taiz et
al. 2002). A los flavonoles y flavonas se unen azucares, preferentemente a la posicion
Cs y con menor frecuencia al C; del anillo A, de forma que estos compuestos se
encuentran comunmente como glicosidos, siendo la D-glucosa el residuo azucar mas
frecuente. Otros residuos azlcares son la D-galactosa, L-ramnosa, L-arabinosa, D-
xilosa, asi como el acido D-glucurdnico. La parte sin azucares de la molécula de

flavonoides se denomina aglicona (Martinez-Flérez et al. 2002).

Figura 2.- Estructura basica de los flavonoides y sistema de numeracion
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Figura 3.- Estructuras basicas de los principales grupos de flavonoides.
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La forma mas comun de encontrar los flavonoides es como glicésidos, lo que
permite aumentar su solubilidad en agua, asi un grupo ester metilo o unidades
isopentilo modificadas hacen al flavonoide lipofilico. Diferentes tipos de flavonoides
desempeiian muy diferentes funciones en las plantas, tales como pigmentacion y
defensa. Responden a la luz y controlan los niveles de las auxinas reguladoras del
crecimiento y diferenciacion vegetal. Otras funciones incluyen un papel antifingico y
bactericida, ademas, confieren coloracién, lo que puede contribuir a la polinizacion de
las flores (Martinez-Florez et al. 2002).

El organismo humano no puede producir estas sustancias quimicas protectoras,
por lo que deben obtenerse mediante la alimentacion o en forma de suplementos.
Aunque los habitos alimenticios son muy diversos en el mundo, el valor medio de
ingesta de flavonoides se estima en 23 mg/dia, siendo la Quercetina el predominante
con un valor medio de 16 mg/dia (Martinez-Flérez, et al. 2002).

Los flavonoides tienen accion benéfica sobre numerosos procesos fisioldgicos
del cuerpo humano, otorgan beneficios sobre el corazon, vasos sanguineos, higado,
sistema inmune, tejido conectivo, glandulas adrenales, rifiones, musculatura y sistema
nervioso. Pueden actuar como antioxidantes (Ho et al. 1992), antialérgicos y
antiinflamatorios (Ferrandiz et al. 1991), inmunoestimulantes, antihepatotoxico,
antineoplasico (Yang et al. 1993) e hipoglicemiante, ademas de otras numerosas
acciones incluyendo estabilizacién de la permeabilidad capilar (Lagrue et al. 1981).

El creciente interés en los flavonoides se debe a la apreciacion de su amplia
actividad farmacologica. Pueden unirse a polimeros biolégicos, tales como enzimas,

transportadores de hormonas, y ADN; quelar iones metélicos transitorios, tales como
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hierro, cobre, zinc, catalizar el transporte de electrones y depurar radicales libres.
Debido a este hecho se han descrito efectos protectores en patologias tales como
diabetes mellitus, cancer, cardiopatias, infecciones virales, ulcera estomacal y duodenal
e inflamaciones (Martinez-Flérez et al. 2002).

Un numero creciente de sustancias naturales se han identificado como
moduladores del proceso de carcinogénesis; entre ellas se encuentran los flavonoides
que han demostrado poseer efectos antimutagénicos y anticancerigenos. Diversos
datos experimentales han demostrado su accidén antiproliferativa y anticarcinogénica y

su papel como agente quimiopreventivo (Martinez-Florez et al. 2002).

2.3.- Pigmentos fotosintetizadores (Carotenoides, Clorofila)

Los carotenoides se identificaron por primera vez hace 150 afos, al descubrirse
la naturaleza quimica del pigmento amarillento, luteina, que hace que las hojas de los
arboles cada otofio nos ofrezcan su dorada apariencia (Lozano, 1997).

Los carotenoides son una clase de pigmentos terpenoides formados por ocho
unidades de isopreno (CsHg), es decir, moléculas de 40 atomos de carbono con un
sistema de dobles enlaces conjugados lo que otorga intensos colores. Estos
compuestos son derivados biosintéticamente a partir de dos unidades de geranil-
geranil-pirofosfato, en su mayoria son solubles en solventes apolares y de coloraciones
que oscilan entre el amarillo (3-caroteno) y el rojo (licopeno). Se encuentran unidos a
proteinas mediante enlaces no covalentes. Estos pigmentos naturales liposolubles se
encuentran en los vegetales, debido a que el ser humano no es capaz de sintetizarlos,

estos deben ser adquiridos por medio de la dieta. Se encuentran en hojas en donde se



13

enmascara la coloracion amarilla, anaranjada y roja que dan estos pigmentos, por el
color de la clorofila dando coloracion verde oscura, también se encuentran en frutas y
organos subterraneos coloreados (Matos et al. 2002).

En plantas y algas los carotenos se encuentran en las membranas tilacoides de
los cloroplastos. La regulacion de la carotenogénesis esta estrechamente unida al
metabolismo de la clorofila, a la reorganizacion de las estructuras de membrana y a la
estimulacion luminica. Son pigmentos accesorios en la fotosintesis, captando energia
luminosa en regiones del espectro donde la clorofila no absorbe eficientemente.
Ademas protegen de la luz intensa que puede dafar la clorofila e inactiva las especies
reactivas de oxigeno o directamente al estado triplete de la clorofila (Stryer, 2002).

En los animales y en el hombre, al ingerirlos en la dieta, también cumplen
funciones antioxidantes, ademas de jugar un rol fisiolégico importante en la vision. Entre
los mas comunes y ligados a un efecto saludable, estan el alfa y beta caroteno (j3-
caroteno), licopeno, luteina, zeaxantina y criptoxantina a los que se les denomina, como
grupo, carotenoides mixtos, presentes fundamentalmente en frutas y algunos vegetales

(Fig.4) (Lozano, 1997).
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Los alfa y beta carotenos precursores de la vitamina A o retinol, esencial en el
proceso de la vision, actian como nutrientes antioxidantes. Son los Unicos carotenoides
que se transforman en cantidades apreciables de vitamina A. Sin embargo el organismo
solo convierte estos carotenoides en vitamina A conforme los va necesitando. Los
carotenos son importantes para el sistema inmune, y necesarios para el mantenimiento
y desarrollo de un tejido epitelial saludable y de membranas mucosas del revestimiento
de pulmones, bronquios y otros tejidos respiratorios. Recientemente se ha prestado
mucha atencion a la familia completa de los carotenoides incluyendo alfa caroteno,
luteina, licopeno, zeaxantina y capxantina. Las investigaciones han demostrado que
algunos de estos carotenoides proporcionan beneficios antioxidantes y protectores
significativamente superiores al beta caroteno (Fuertes, 2005).

En estudios epidemioldgicos recientes se ha demostrado una asociacion entre
niveles elevados de carotenoides en la dieta o en sangre y un efecto protector contra el
desarrollo de enfermedades cronicas como ciertos tipos de cancer, enfermedades
cardiovasculares, enfermedades degenerativas de la macula y cataratas. Este hecho,
sumado a la funcion de algunos de estos compuestos como precursores de la vitamina
A provoca un interés creciente (Matos et al. 2002). Por ello, estos ultimos afos, se han
incorporado en las presentaciones farmacéuticas de vitaminas y minerales el (-
caroteno, e incluso mezclas de carotenoides incluyendo criptoxantina, luteina y
zeaxantina. Todo esto con el fin de acercarse lo mas posible a como estos carotenoides
se presentan en la naturaleza, ya que se ha comprobado que la mezcla de estos, en
frutas y verduras, esta asociado a un menor riesgo de desarrollar ciertas enfermedades

de tipo degenerativas (Fuertes, 2005).
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En general, los carotenos se consideran seguros, basandose principalmente en
los estudios sobre B-carotenos. Un mayor consumo de ellos puede hacer que la piel
adquiera un tono anaranjado o amarillento. Esto no tiene ningun efecto perjudicial ni
ninguna relacion con la ictericia. Pero, mientras no exista mayor informacion al
respecto, no es conveniente, y sobre todo en caso de fumadores, utilizar suplementos
de B-caroteno sintético. Algunos estudios clinicos doble ciego recientes, demuestran
que los suplementos de B-caroteno, pueden aumentar el riesgo de cancer de pulmon.
Ademas, tres de cuatro estudios preclinicos, realizados en ratas demostraron pequefios
aumentos en el riesgo de enfermedades cardiacas en aquellas que se les administro -
caroteno sintético en comparacion con las que tomaron placebo (Fredmeyer, 2004).

Un estudio de Karnaukhov (1990) informo que los carotenos y en especial los B-
carotenos son capaces de inhibir la fotocarcinogénesis por radiacion UV en animales,
mediante un mecanismo de atrapamiento de oxigeno que disminuye la oxidacion y
ruptura de las cadenas de queratina del estrato corneo de la piel e impide que dicha
radiacion penetre a capas mas profundas y afecte las células. Curran-Celentano (1996)
sefala, en su estudio sobre la funcion que cumplen carotenoides como luteina y
Zzeaxantina en la vision, que personas con degeneracion macular, donde la capa de la
retina compuesta por estos carotenos era mas delgada, estaba relacionado con la
menor ingesta de carotenoides. Ello corrobora otros estudios epidemioldgicos previos,
indicativos que las personas mas consumidoras de frutas y verduras ricas en luteina y
Zzeaxantina, presentan menos riesgo de sufrir cataratas y degeneracion macular

asociada a la edad (Lozano, 1997).
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Asi como en el cloroplasto se encuentran los carotenos, alli también se ubica la
clorofila, especificamente en las membranas tilacoides. La clorofila es un pigmento de
color verde que presenta estructuras policiclicas planas, formada por 4 anillos pirrélicos
unidos por medio de puentes de metilo (--CH=) lo que constituye una porfirina. La
posicion central estd ocupada por Mg?*, el anillo IV esta esterificado con un alcohol
(fitol) cadena de 20 atomos de carbono con un doble enlace (Cy H3zs OH) (Fig.5 A)
(Stryer, 2002).

La clorofila tiene como funcion captar luz de longitudes de onda 400 a 700 nm,
absorbe todas las longitudes de onda de la luz visible excepto el verde, el cual es
reflejado. Al incidir la luz en una molécula de clorofila, ésta transfiere su excitacion en
forma de energia para reacciones de biosintesis. En suma la transformacion de energia
luminica en energia quimica (Lozano, 1997).

Diversos autores consideran que la clorofila, de estructura similar a la
hemoglobina humana, es absorbida directamente por la sangre a través del sistema
linfatico. Una vez en el torrente sanguineo activa el metabolismo celular, mejora la
defensa, resistencia y capacidad regeneradora de las células asi como su respiracion,
por todo esto la clorofila se le han demostrado capacidad antianémica (Arnau, 2005).
Se le ha comprobado ademas, que reduce la incidencia de cancer hepatico al disminuir
los efectos perjudiciales de las aflatoxinas sobre el DNA (Lozano, 2005).

En general los cloroplastos contienen tanto clorofila a como clorofila b pero la
mayoria contiene el doble de clorofila a que de b. Aunque las dos son verdes, sus
espectros de absorcién son suficientemente diferentes como para permitir que los dos

pigmentos complementen sus gamas de absorcion de la luz en la region PAR
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(Radiacion Fotosintéticamente Activa) (Fig.5 B) (Stryer, 2002. Hernandez, 2001). Desde
un punto de vista quimico es el radical fitol el responsable de la caracteristica cerosa de
la clorofila y explica su solubilidad en solventes organicos y su insolubilidad en agua
(Hernandez, 2001).

En investigaciones realizadas en plantas arbdéreas nativas del sur de nuestro
pais, tratadas bajo un suplemento de radiacion UV-B ambiental, se ha encontrado que
la concentracion de pigmentos fotosintéticos es mayor en las plantas tratadas respecto
a su control. Es asi como en Laurelia sempervirens se encontré un incremento de
+12,6% de B-caroteno, +30,8% de clorofila ay +22,7% de clorofila b en plantas tratadas
(Carvajal, 2005).

Teniendo en cuenta que Aextoxicon punctatum es una especie nativa abundante
en los bosques del centro-sur de nuestro pais, y que no se utiliza en la medicina
popular, resultaria interesante investigar la presencia de sustancias biolégicamente
activas, como pigmentos (carotenos, flavonoides) con accion benéfica sobre la salud

humana y el efecto que tendria sobre éstos la radiacion ultravioleta B.
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Hipotesis de trabajo

La concentracion de pigmentos (protectores y fotosintéticos) en plantulas de
Aextoxicon punctatum “Olivillo” expuestas a radiacion UV-B, es mayor que en aquellas
exentas de ésta radiacion, y dependiente de la dosis de radiacion y del tiempo de

aplicacion.

Objetivos generales

. Identificar los pigmentos foliares de plantulas de A. punctatum mantenidas bajo
radiacion UV-B (tratadas) y en ausencia de esta radiacion (control).
. Analizar el efecto de la dosis de radiacion aplicada y el tiempo de tratamiento, en

el tipo y concentracién de pigmentos respecto al control.

Objetivos especificos

. Determinar el efecto de la dosis de radiacion UV-B en la respuesta cualitativa y
cuantitativa de pigmentos protectores y fotosintetizadores.

. Identificar, mediante cromatografia de capa fina, los sustituyentes glucidos de
flavonoides encontrados.

. Investigar en la literatura, el efecto antioxidante de los flavonoides identificados.



21

3.- MATERIALES Y METODOS
3.1.- Material vegetal y caracteristicas generales

El efecto de la radiacion UV-B en la sintesis de pigmentos fotosintéticos y
absorbedores se estudio en plantulas de Olivillo (Aextoxicon punctatum) de 6 meses de
edad, provenientes de invernadero y mantenidas en bolsas de polietileno, conteniendo
1 Kg de tierra de hojas y suelo previamente cernido.

Aextoxicon punctatum (Ruiz et Pav) (Olivillo, Tique) es un arbol endémico de los
bosques de Sudamérica austral, Unico representante de la familia endémica
Aextoxicaceae. Es una especie arbdrea nativa del sur de Chile. Este espécimen crece
en la precordillera andina, es muy abundante dentro el bosque chileno, por ser el clima
templado el mas adecuado para su crecimiento. Es un arbol siempreverde de 20 a 25 m
de altura y su tronco puede alcanzar un diametro de 1 m aproximadamente. Posee una
corteza gris clara y lisa con algunas vetas rojizas. Sus mayores dimensiones las
alcanza a la edad de 60 afos. Presenta hojas oblongo-lanceoladas, de borde entero, de
4 a9 cmdelargoy 2 a 3 cm de ancho, con caracteristicos pelos escamosos de color
café rojizo (Hoffmann, 1997). Es una especie dioica, en donde las flores masculinas y
femeninas se encuentran en pies diferentes. Las flores van dispuestas en racimos
axilares laxos y cortos. Los botones machos se encuentran cubiertos por una bractea
globosa (6rgano con aspecto de hoja) que cae al abrir la flor. La flor femenina posee
pétalos mas pequefios o nulos, y rudimentos de estambres no fértiles, tiene ovario
unilobular, estilo encorvado y estigma dividido en dos. El fruto es una drupa carnosa de

color violeta, parecido a una aceituna pequefia (Hoffmann, 1997).



22

El Olivillo se desarrolla principalmente en climas marinos con temperaturas entre
-3,2° a 31,3°C como maximo y con precipitaciones que varian entre los 1044 a 2657

mm anuales (Montenegro et al. 2000).

3.1.1.- Lugar de trabajo
Se trabaj6o durante los meses de Noviembre y Diciembre del 2005, bajo

condiciones de laboratorio.

3.2- Tratamiento Ultravioleta tipo B (UV-B)

Para evaluar el efecto de la radiacion UV-B sobre el tipo y concentracion de
pigmentos (protectores y fotosintéticos), se utilizaron plantulas de Olivillo (Aextoxicon
punctatum) expuestas a una dosis diaria de radiacion UV-B (tratadas). Las plantulas
control, permanecieron bajo condiciones de laboratorio considerado exenta de radiacion
UV-B (Fig. 6 B).

La dosis de radiacién UV-B aplicada fue de 30 pW/cm? durante 6 horas diarias, y
fue aportada por 4 lamparas Philips Q-panel UV-B 313 (Hanna Instruments Neurtek),
suspendidas a 25 cm de distancia sobre el apice de las plantulas (Fig. 6 A).

Las plantulas (tratadas y control) se separaron en tres grupos de acuerdo al

tiempo de radiacion: 2, 4 y 6 semanas, cosechandolas al término de cada periodo.
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Figura 6.- Camara de tratamiento de radiacion UV-B bajo condiciones de laboratorio: A)
plantulas de A. punctatum sometidas a incremento de radiacién de 30 pwW/cm? por 6
horas al dia durante 2, 4 y 6 semanas respectivamente, y B) plantulas control exentas

de radiacion UV.
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3.3.- Metodologia
3.3.1.- Determinacién de parametros fisiolégicos

Con el objetivo de determinar el efecto que ejerce la radiacion UV-B sobre las
plantulas de Olivillo, y la capacidad de adaptacion y resistencia de éstas frente al estrés
luminico, se procedio al término de cada periodo de tratamiento UV-B, a realizar la
cosecha de las plantulas haciendo un registro de altura total (tallo mas raiz), numero de
hojas y peso fresco de hojas, tallo y raiz. De las hojas frescas se eligié al azar algunos
ejemplares para realizar mediciones de la histologia foliar, y aproximadamente 2
gramos de hojas frescas para su analisis quimico.

El resto del material fresco se sec6 en estufa a 70°C hasta obtencion de peso
constante (Peso Seco). Del peso total (fresco y seco) se obtuvo matematicamente

biomasa y contenido hidrico.

3.3.2.- Determinacion del contenido hidrico total

El agua es un componente esencial para las reacciones quimicas, sirviendo a la
planta como disolvente y medio de transporte, participando en el mantenimiento de la
turgencia de las plantas. Constituye alrededor del 60 a 90 % del peso fresco de los
tejidos. El contenido hidrico de las plantas varia de acuerdo con la especie y 6rgano
considerado, dependiendo de las condiciones ambientales.

Una forma simple de determinar el contenido hidrico consiste en establecer la
diferencia gravimétrica entre Peso Fresco total (PF) y Peso Seco (PS) de 6rganos o
tejidos de la planta. Para efectos practicos y de calculos se siguieron indicaciones del

método de Steubing et al. (2002).
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Contenido hidrico= PF- PS x 100
PF
La diferencia entre este porcentaje y el 100%, corresponde al porcentaje de Peso

Seco (biomasa).

3.3.3.- Determinacién de la estructura histolégica de las hojas

En virtud a que se ha demostrado que la radiacion UV-B provoca cambios en la
estructura de la hoja, se procedio al andlisis de la anatomia foliar al término de cada
uno de los periodos de tratamiento. Para esto, se realizaron cortes transversales a
mano alzada (16u de grosor) de la lamina foliar de hojas frescas (control y tratadas),
montandose preparaciones que fueron observadas en microscopio optico (Carl Zeiss)
con lente graduado (40x). En dichos cortes, se midié el grosor completo de la hoja, el
grosor de la cuticula superior e inferior, y el de cada tejido: epidermis superior e inferior

y parénquima en empalizada y esponjoso (n = 27).

3.3.4.- Determinacion del contenido de cenizas

El célculo del contenido de cenizas en plantas permitiria determinar el estado
nutritivo de éstas, es decir, el contenido de minerales en cada parte de la planta, ya sea
aérea (hojas y tallo) o subterranea (raiz).

Al finalizar cada periodo de tratamiento, se procedié a la determinacion del
contenido de cenizas. Para ello, se tomaron muestras de 0,3 gramos de material seco
(tallo y raiz), calcinandolo en mufla a 500°C por 5 horas. Se utilizaron tres muestras

control y tres tratadas, de tallo y raiz, tomadas al azar. Las hojas no fueron utilizadas en



26

la determinacion de este parametro debido a que no se disponia de abundante material
foliar y, que el método implica destruccion de éstas, se prefirid utilizar las hojas sdlo

para analisis quimicos, siendo éste el tema central del presente trabajo.

3.3.5.- Determinacién de pHy conductividad en suelo

A través de mediciones de conductividad eléctrica y pH se obtiene en forma
rapida y precisa informacion sobre la concentracion total de componentes ionizados de
la solucion de suelo. Normalmente, una acidez extrema del suelo estd asociada con
una disminucion de sales minerales y predominio de protones (H") con una
consecuente disminucién del pH y disminucion de la conductividad eléctrica. En
sustratos alcalinos (o basicos) predominan los aniones OH™ sobre el H', lo que se
traduce en aumento de pH. Mientras que en suelos neutros existe un equilibrio entre
ambos. Referente a la conductividad, suelos basicos poseen un valor de conductividad
eléctrica alta. La conductividad eléctrica de la solucién de suelo presenta cambios a
través del afo, producto de la utilizacion de minerales por las plantas, de actividades
microbianas y, por efectos del microclima (Steubing et al. 2002).

El pH influye en la disponibilidad de nutrientes. La descomposicion de materia
organica por microorganismos y la consecuente liberacién de nutrientes, disminuye con
la acidez del suelo, pudiéndose acumular elementos toxicos, por ejemplo el aluminio.
Normalmente el pH del suelo cambia con la profundidad, estando también sujeto a
variaciones estacionales. En estudios de ecologia vegetal es de especial interés

conocer el valor pH del suelo en la zona de desarrollo radicular (Steubing et al. 2002).
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Para obtener valores comparables y reproducibles, tanto el pH como la
conductividad del suelo, se determinan en suspension de particulas soélidas de suelo y
liquido. Para ello, luego de la cosecha de las plantulas, se extrajo suelo a 10 cm de
profundidad de las bolsas de polietileno que contenian las plantulas control y tratadas,
segun indicaciones del método de Steubing et al. (2002). La determinacion del pH del
suelo se realiz6 mezclando 10 gramos de suelo con 25 ml de agua destilada. Del
mismo modo, en otro matraz Erlenmeyer, se colocé igual cantidad de suelo junto a 25
ml de KCI (0,1N). Luego de agitar la soluciéon durante 10 minutos, en agitador
magnético (AROS 160), y dejar decantar 10 que se encuentre en suspension, se midio
el pH en el sobrenadante.

Para la medicion de la conductividad eléctrica del suelo, se procedio de acuerdo
al método establecido por Steubing et al. (2002). Se tomaron 10 gramos de suelo en un
matraz Erlenmeyer con 100 ml de agua destilada, agitindose durante 30 minutos. La
conductividad de la solucion se midié en un conductémetro, previamente calibrado
(KONDUKTOMETER CG 852). Tanto la medicion del pH como de la conductividad

eléctrica se realizo por triplicado.
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3.4.- Reactivos empleados en analisis de pigmentos foliares
Para extraccion y particion de pigmentos:
Solventes Merck calidad p.a: Metanol, éter de petroleo, acetato de etilo.
Para cromatografia de capa fina:
Solventes Merck calidad p.a: Pyridina, acetato de etilo, acido acético.
Cromatoplacas de celulosa F (20 x 20 cm), espesor de capa 0,10 mm (Merck).
Solucion reveladora: Oxalato de anilina.
Estandares:
Apigenina (Sigma).
Kamferol (Sigma).
Myricetina (Sigma).
Quercetina (Sigma).
L (+)- Arabinosa (Merck).
D (-)- Fructosa (levulosa) (Merck).
D (+)- Galactosa (Merck).
D (+)- Glucosa monohidratada (Merck).
Maltosa (Merck).
D — Manosa (Merck).
Rafinosa pentahidratada (melitosa) (Merck).
L (+)- Ramnosa monohidratada (Merck).

D (+)- Xilosa (Merck).
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3.5.- Determinacion de pigmentos foliares

A fin de verificar el efecto que ejerce la radiacion UV-B sobre los pigmentos
foliares se analiz6 la concentracion de B-caroteno, clorofila y de los diferentes tipos de
flavonoides en plantulas tratadas respecto al control. Adicionalmente se estudio la
presencia de flavonoides sintetizados por la plantula como respuesta al estrés UV-B, es
decir, los UV-B dependientes.

Para el cumplimiento de este objetivo se realizd la extraccion en hojas frescas
inmediatamente después de realizada la cosecha. Los extractos fueron almacenados

en frio (-20°C) para su posterior analisis.

3.5.1.- Extraccion de pigmentos foliares

La extraccion y separacion de pigmentos foliares se llevé a cabo segun indica el
método Lichtenthaler y Willburn (1983) modificado. En esta etapa, para la obtencién del
extracto crudo de pigmentos foliares, se realizd extraccion con metanol p.a en hojas
frescas, seleccionadas al azar y pesadas. Para evitar foto-descomposicién de los
pigmentos, este proceso se llevo a cabo en ambiente oscuro iluminado con luz roja (700
nm). Las muestras por triplicado, se depositaron en mortero de vidrio, al cuél se agregé
un volumen de 17 ml de metanol p.a, macerandose por un lapso de tiempo de 2 a 3
horas a temperatura ambiente. Luego utilizando pipeta pasteur, se procedié a extraer el
sobrenadante, que contiene los pigmentos totales, el cual fue depositado en tubos de
centrifuga cubiertos con papel de aluminio, los cuales se llevaron a centrifugacion a una
velocidad de 3500 rpm por un tiempo de 10 minutos. El sobrenadante, correspondiente

al extracto crudo de pigmentos totales (fotosintéticos y protectores) se llevé a
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espectrofotometro de doble haz UNICAM (serie UV 500) (Fig.7) para obtener su
espectro de absorcién desde 200 a 750 nm, utilizando cubeta de cuarzo de 1 cm de
paso optico. Las muestras se diluyeron 30 veces con metanol p.a, de modo de cumplir

con la ley de Lambert-Beer.

Figura 7.- Espectrofotometro UNICAM (serie UV 500) usado en la identificacion de

pigmentos foliares, tales como: clorofila, carotenos y flavonoides.
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3.5.2.- Separacién de pigmentos foliares

Con el fin de separar los pigmentos fotosintéticos (clorofila y carotenos) de los
protectores (flavonoides), el extracto crudo se depositdé en embudos de decantacion
para la realizacion de extraccion liquido-liquido agregando voliumenes iguales (10 ml)
de metanol acuoso 40% y de éter de petroleo. Para evitar la formacion de una
emulsion, promoviendo la separacion de las dos fases en cuanto a su polaridad, se
agrego NacCl p.a. Luego el embudo cubierto con papel aluminio se agité y dejo reposar
durante 24 horas para que se produzca la separacion de las fases (Fig.8 A). Asi, en la
fase etérea (fase superior) se encuentran carotenos y clorofilas, y en la fase alcohol-
agua (fase inferior) se ubican los flavonoides (Fig. 8 B). Posterior a la recoleccion de
cada fase, se llevd a medicion de sus espectros para la obtencion de sus absorbancias
maximas. El espectro de absorcion de pigmentos fotosintéticos se observé alrededor de

los 410 y 670 nm (Fig. 9) y el barrido de flavonoides entre 240 y 400 nm (Fig. 10)
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Figura 8.- Embudos de decantacién cubiertos con papel aluminio, conteniendo el
extracto crudo de pigmentos foliares (A). Separacién de la fase etérea (superior) de
color verde, con clorofila y carotenos y la fase agua - alcohol (inferior) de color amarillo,

donde se encuentran los flavonoides (B).
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Figura 9.- Espectros de absorcion de carotenos y clorofilas (62 semana) en fase etérea
de extracto de hojas de A. punctatum tratadas 30 uW/cm? de radiacién UV-B por 6
horas diarias durante 6 semanas de tratamiento (UV-B) y exentas de radiacion (control).

Mediciones para carotenos obtenidas a 410 nm de absorciéon maxima y para clorofilas

totales a 666 nm.
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Figura 10.- Espectro de absorcion de flavonoides (62 semana) en metanol 40%, en
extractos foliares de plantulas de Olivillo aplicando 30 uW/cm? de radiacién UV-B por 6
horas diarias durante 6 semanas de tratamiento (UV-B) y exentas de radiacion (control).

Se observan picks de absorcidon maxima a 270 nm.
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3.5.3.- Hidrdlisis de flavonoides

En estado natural los flavonoides se encuentran unidos a moléculas de azucares,
estos actuarian como coadyuvantes a las propiedades antioxidantes del flavonoide,
confiriendole ademas propiedades hidrofilicas. Por lo tanto, es importante determinar el
tipo de azucar presente en la molécula del flavonoide ya que el primero contribuiria
grandemente a las propiedades del segundo, incluso en que el flavonoide sea
mayormente absorbido en el organismo.

Con el objetivo de identificar flavonoides y azlcares presentes, la fase alcohol-
agua fue sometida a hidrélisis acida para separarlos. Para lo cual dicha fase se llevé a
sequedad en rotavapor a 50°C durante aproximadamente 10 minutos. La hidrdlisis fue
llevada a cabo agregando al matraz, con la muestra en estado soélido, 18 ml de HCI 1M
y 12 ml de metanol 100%, y luego a sistema de calentamiento a reflujo durante 2 horas.
Al término de dicho tiempo, se dejo enfriar y se sometio a extraccion liquido-liquido
mediante embudo de decantacién con acetato de etilo (30 ml). Se agitdé y dejoé en
reposo por un lapso de 15 minutos, obteniéndose separacion completa de las fases
(organica y acuosa). La fase organica contiene los flavonoides y la fase acuosa los
azucares. Para evitar la posible pérdida de flavonoides en la fase acuosa, se procedio a
concentrar esta fase mediante destilacion por rotavapor a temperatura de 75°C. Luego,
la solucion reducida a la mitad de su volumen inicial, se llevd nuevamente a extraccion
liquido-liquido con un volumen 10 ml de acetato de etilo (Fig. 11).

La fase organica, obtenida de la primera y segunda extraccion, se llevd a
sequedad en rotavapor para posteriormente agregar 15 ml de metanol 100% y llevar a

lectura a espectrofotometro. Antes de leer el espectro de los flavonoides hidrolizados,
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se ajustd el pH hasta aproximadamente 4,6 agregando NaOH 0,1 M. Las muestras de
flavonoides hidrolizadas fueron leidas en longitud de onda entre 200 y 500 nm para
observar el desplazamiento de bandas que ocurre producto de la hidrolisis (Fig. 21).

La fase acuosa final se almacené en frio a -5°C, para realizar analisis posterior
de modo de poder identificar el o los azucares presentes. La identificacion de los

azucares se realizdo mediante técnica TLC.
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Figura 11.- Hidrdlisis y separacion de azucares de los flavonoides.




38

3.5.4.- Determinacién de pigmentos fotosintéticos

La determinacion de clorofila y carotenoide se realizé en base a las absorbancias
obtenidas en la fase etérea en espectrofotometro a longitudes de onda de 666 y 653
para clorofila y 410 nm para carotenoide, utilizando éter de petrdleo como blanco.

Para el calculo de las concentraciones, se utilizaron las siguientes formulas

(Lichtenthaler y Willburn, 1987) modificado:

Clorofila a (ug/ml de extracto) = 12,25 X Ages — 2,79 X Asss

Clorofila b (ug/ml de extracto) = 21,50 X Agsz — 5,10 X Asss

Carotenoides (ug/ml de extracto) = 1000 x Az10 — 1,82 x Chl a — 85,02 x Chl b

198

Siendo A la absorbancia a la longitud de onda sefialada.
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3.5.5.- Utilizacion cromatografia de capa fina en la identificacion de flavonoides y
sus azlcares sustituyentes.

La cromatografia de capa fina, es una técnica de andlisis de laboratorio
relacionada con el HPLC. Si bien ambas técnicas son experimentalmente diferentes, el
principio de la separacion y la naturaleza de las fases son las mismas. Debido a la
reproducibilidad de las capas y a las concentraciones medidas, TLC (Thin Layer
Chromatography) es usado como un método de analisis cualitativo y en la actualidad,
cuantitativo gracias a los instrumentos incorporados a esta técnica. El desarrollo de
sembradores automaticos de muestras y a densitometros, ha inducido actualmente la
nano—cromatografia de capa fina (hano—TLC), una técnica simple con alta capacidad de
deteccion (Rouessac et al. 2000).

La separacion de componentes de una muestra usando TLC, es realizada sobre
una placa rectangular de vidrio, plastico o aluminio, utilizada como soporte. Las placas
son revestidas con una fina pelicula (100 - 200 um), usualmente silica gel, alimina,
poliamida o celulosa, denominada fase estacionaria (Rouessac et al. 2000).

Con el objetivo de realizar una separacion, la muestra es depositada alrededor
de 1 cm sobre el borde inferior de la placa. El volumen de la muestra es pequefio
(alrededor de nl o pl) formando una pequefia mancha de aproximadamente 1-3 mm de
diametro. El depodsito o sembrado de la muestra puede ser automatico o manual
utilizando un capilar. La placa es depositada dentro de una camara de vidrio cubierta.
Esta contiene en su interior la fase mdvil, la cual esta en contacto con la placa a una

profundidad de pocos milimetros (Rouessac et al. 2000).



40

La fase movil migra por capilaridad a través de la fase estacionaria, induciendo la
migracion diferencial de los componentes de la muestra. La distancia de migracion
depende del tamafio de la particula, polaridad, grado de interaccion con la fase
estacionaria y de la naturaleza de la fase movil, entre otros (Dominguez, 1975).
Posteriormente se revela la placa, observandose compuestos coloreados de deteccion
inequivoca o compuestos incoloros. Para estos ultimos existen distintas técnicas de
revelado como; sales en spray, carbonizacion con agentes corrosivos, exposicion de la
placa bajo lampara de luz ultravioleta, radioluminiscencia, entre muchos otros
(Rouessac et al. 2000).

La identificacion de las manchas se realiza comparando la migracion de éstas
con la de compuestos de referencia autentificados. En TLC cada componente es
definido por su valor de Rf (relacién del flujo o factor de retencion), que corresponde a

su migracion relativa comparado con el solvente (Clark et al. 1988):

Rf = Distancia de migracion de la muestra = X

Distancia de migracion del solvente Xo
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Para la identificacibn de componentes en un extracto natural, se elige tanto la
fase estacionaria como la movil, dependiendo del tipo de sustancia natural a analizar.
Las dos fases obtenidas (fase acuosa y fase organica) (Fig. 11) se analizaron
cualitativamente usando TLC ascendente a temperatura ambiente y con solvente
Metanol: Acetato de etilo (5:1) y Pyridina: Acetato de etilo: Acido acético: Agua (6:6:1:3),
para flavonoides y azucares respectivamente. Con respecto a la fase estacionaria se
usaron placas de poliamida para solucion de flavonoides y celulosa para identificar
azucares.

Para revelar y obtener los Rf de muestras de flavonoides se utilizé lampara de
luz Ultravioleta Multiband UVSL-25 Mineral Light (200 — 400 nm de longitud de onda),
mientras que para azucares se utilizdé revelador liquido pulverizado de Oxalato de

anilina, preparado en el momento (Anexo 3).

3.5.6.- Identificacion de flavonoides.

Para determinar el tipo de flavonoide sintetizado por efecto de la exposicion a un
exceso de radiacion UV-B en las plantulas de A. punctatum, se procedié a establecer
mediante comparacion de los valores Rf obtenidos de las muestras control y tratadas,
con Rf obtenidos de estandares puros en metanol 100%, el o los tipos de flavonoides

presentes.
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3.5.7.- Identificacion de azlcares.

Con el objetivo de determinar el tipo de azucar presente en la molécula de
flavonoide, y de establecer el efecto que ejerce el estrés de radiacion UV-B en la
sintesis de éstos en las plantulas de Olivillo, se llevdo a cabo la identificacion de
azucares.

Para ello se determinaron las distancias de migracion (Rf) de estandares puros
de glucidos y de las muestras, en metanol acuoso. A partir de los Rf obtenidos y por

comparacion de ellos, se logro identificar el tipo de azucar presente en las muestras.
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4.- RESULTADOS

4.1.- Determinacién de pardmetros morfolégicos en Aextoxicon punctatum
4.1.1.- Numero de hojas

Para la determinacion de este parametro, al final de cada periodo de tratamiento
se cosecharon las plantulas y contabilizaron el nimero de hojas. En la Figura 12 se
muestra el efecto de la radiacion ultravioleta y el periodo de tratamiento en el nimero
de hojas en las plantulas de A. punctatum. El tratamiento UV-B provoco la caida de
éstas durante la 22 semana de tratamiento y especialmente la 42 semana, alcanzando
en ésta una diferencia de -40% respecto del control. Este valor es modificado al finalizar
la semana 6, cuando el niumero de hojas de las plantulas tratadas es mayor (+10,52%)

que el control.

4.1.2.- Altura de tallo

La disminucion de la tasa de crecimiento del tallo (Fig.13) muestra una
respuesta, al estrés UV-B aplicado, mas intensa en la 22 semana (-20% del control)
disminuyendo esta diferencia hacia el final del periodo tratamiento (-12% respecto del

control).

4.1.3.- Crecimiento de raiz
Si bien la tendencia de crecimiento de raiz en las plantulas tratadas, se mantiene
durante las 6 semanas de tratamiento (Fig. 13), la diferencia de su longitud respecto del

control se incrementa hacia el final del tratamiento (-24.47% del control a la 62 semana).
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Figura 12.- Efecto del exceso de radiacion UV-B en el nUmero de hojas en plantulas de
A. punctatum tratadas con 30 pW/cm? por 6 horas al dia durante 6 semanas de
tratamiento (UV-B), respecto de plantulas control exentas de radiacién UV-B (control) (n

=7, + SD).
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Figura 13.- Efecto del exceso de radiacion UV-B en la tasa de crecimiento de tallo y

raiz en plantulas de A. punctatum tratadas con 30 uW/cm? por 6 horas al dia durante 6

semanas de tratamiento (UV-B), respecto de plantulas control exentas de radiacién UV-

B (control) (n =7, £ SD).
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4.1.4.- Histologia de la hoja

La radiacion UV-B ejerce efectos sobre la estructura histolégica de la hoja (Fig.
14) variando el grosor de las estructuras producto de cambios positivos y negativos en
las concentraciones de pigmentos fotosintéticos y protectores.

Las caracteristicas estructurales de las hojas (controles y tratadas), asi como el
grosor de las cuticulas y de sus tejidos se informan en la Tabla 1.

Se observa, que el grosor de ambas cuticulas no varia, mientras tejidos como
epidermis superior y parénquima esponjoso disminuyen en -8,33% Yy -14,36%
respectivamente por efecto de la radiacion UV-B. Contrariamente a lo esperado el
grosor total de la hoja, disminuye en -17,75% a pesar que el grosor del parénquima en
empalizada aumenta en +9,37%. El aumento del grosor de esta estructura se deberia a
un incremento en la concentracion de cloroplastos los cuales se ubican a este nivel. Del
mismo modo, la disminucidn observada del parénquima esponjoso, estaria relacionado

con pérdida de contenido hidrico en plantulas tratadas bajo radiacion UV-B.
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TABLA 1. Pardmetros morfométricos medidos en microscopio Optico en cortes

transversales de lamina foliar de plantulas de A. punctatum mantenidas en condiciones

de laboratorio (control) y bajo radiacion UV-B (+UV-B) (n = 27, + SD).

Caracteristicas

anatomicas Control +UV-B % variacion
(Lm)
Cuticula adaxial 3570 3570 0
Epidermis superior 1428+ 0 13.09 £ 1.68 -8.33
Parénquima en 57.12 + 3.57 62.47 £ 8.9 +9.37
empalizada
Parénquima esponjoso 101.74 £ 5.35 87.46 £ 8.9 -14.36
Epidermis inferior 10.71+0 10.71+2.91 0
Cuticula abaxial 3570 3570 0
Grosor total 201.11 +10.23 165.41 +8.41 -17.75
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Figura 14.- Corte transversal de lamina foliar. En orden descendente, se observa:
cuticula adaxial, epidermis superior, parénquima en empalizada, parénquima

esponjoso, epidermis inferior y cuticula abaxial. (Extraido de Taiz et al. 2002).
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4.2.- Contenido hidrico y Biomasa

La biomasa total (gr. PS) de las plantulas (Fig. 15) se incrementd por efecto del
tratamiento UV-B en +5,10% respecto de su control en la 62 semana y aumentando de

acuerdo a su contenido inicial (22 semana) en +57,54%.

75
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Semanas de tratamiento
O Contenido Hidrico Control @ Contenido Hidrico UV-B
Peso Seco Control Peso seco UV-B

Figura 15.- Efecto de la radiacién UV-B en el Peso Seco (%PF) y contenido hidrico

(%PF) de plantulas de A. punctatum, al término de cada periodo de tratamiento (n = 24

+ SD).



50

4.2.1.- Redistribucién de biomasa

En la Figura 16 se representa el efecto de la dosis de radiaciéon UV-B aplicada en
los contenidos de biomasa de hoja, tallo y raiz medidas al finalizar el ensayo (62
semana). La biomasa de tallo y raiz fue aumentada en un +1% y +7% respectivamente
respecto de su control, a expensas de la biomasa de hoja que disminuy6 en -8%, a

pesar que el numero de hojas se increment6 (FIG. 11).

Control UV-B

2% 34%

48% 40%
0

25% 26%

mTallo

Figura 16.- Redistribucion de asimilados en 62 semana de tratamiento, en plantulas de
A. punctatum, mantenidas bajo radiacion UV-B (UV-B) y en condiciones de laboratorio

(control). Valores expresados en porcentaje del Peso Seco.
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4.3.- Contenido de cenizas

La determinacion de cenizas permite demostrar el contenido de nutrientes
esenciales (materia inorganica) presente en la planta e indirectamente refleja la
capacidad que posee la raiz para obtener nutrientes disponibles en el suelo. En la
Figura 17 se observa en general, tendencia al aumento hacia el final del periodo de
tratamiento UV-B (6% semana), especificamente un incremento de +7% en tallo.
Evidenciandose una disminucién respecto del control en la 62 semana de -27,18% en el

contenido de cenizas de la raiz.
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Figura 17.- Efecto de la radiacion UV-B en el contenido de cenizas (%PS) de tallo y

raiz de plantulas de A. punctatum (n = 3 = SD).
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4.4.- pHy Conductividad del suelo

La medicion de pH y conductividad del suelo nos entrega el estado de nutricion
de éste. El pH demuestra la cantidad de H* presentes, mientras que la conductividad
expresa la totalidad de iones existentes.

En la Figura 18 se observa que en general la acidez en suelos tratados es menor
que los controles, exceptuando la 62 semana en donde se observa una diferencia
negativa (-5,73%) (Anexo 2) respecto del control en el pHkc, expresando mayor acidez
de los suelos y por ende una mayor presencia de iones en la zona radicular de las
plantulas tratadas.

Con respecto a la conductividad eléctrica de los suelos (Fig. 18) se observa en
general que el porcentaje de variacion en la conductividad de plantulas tratadas
respecto al control, disminuye en el tiempo (-12,56 y -3,57 %, control 22 y 42 semana
respectivamente) hasta hacerse mayor (+27,14% 62 semana). Este valor indicaria un
mayor contenido de nutrientes en el suelo de las plantulas tratadas (62 semana),
pudiendo asociarse con el menor contenido de cenizas en las raices de estas plantas.
Este hecho permite sugerir el transporte (exudado) de iones desde la raiz al medio que

la circunda.
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FIGURA 18.- pH y Conductividad en suelos de cultivo de plantulas de A. punctatum,

mantenidas en condiciones de laboratorio (control) y bajo radiacion UV-B (+UV-B) (n =

3, + SD).
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4.5.- Andlisis de pigmentos foliares en Aextoxicon punctatum
4.5.1.- Determinacién de pigmentos foliares totales

De la separacion con éter de petroleo y metanol 40%, se obtuvieron: la fase
etérea y fase alcohol-agua. En la primera se encuentran las clorofilas y los carotenos y
en la segunda los flavonoides. Ambas fases se determinaron cualitativamente mediante
medicion en espectrofotdmetro UV-visible (Fig. 9 y 10).

El analisis cuantitativo de pigmentos absorbedores y fotosintéticos se realizo
mediante espectrofotometria, a través de sus respectivas absorbancias. El espectro UV
de los flavonoides exhibe dos bandas de absorbancia en la regiéon 240-400 nm. Estas
dos bandas corresponden, segun literatura, a la banda | (300-380 nm) y banda Il (240-
280 nm) esto concuerda con lo encontrado en este estudio (Fig. 10 y Fig. 21). La banda
| se asocia con la absorcion del anillo B o sistema Cinamoil, y la banda Il con la
absorcion del anillo A o sistema Benzoil. Estos resultados muestran mayores
absorbancias en las plantas tratadas, lo cual se deberia a la mayor cantidad de
flavonoides presentes. Las absorbancias maximas se observaron a 270 nm para
flavonoides (Fig. 10), 410 nm para carotenos y 666 nm para clorofilas (Fig. 9). En
respuesta a la radiacion UV-B se observo el aumento progresivo de la absorbancia
maxima de flavonoides, carotenos y clorofila en +23,26%, +19,23% y +22,43% al final
del periodo de ensayo (62 semana) respecto al contenido de pigmentos de la 22 semana
(Anexo 3). Habiéndose establecido que para flavonoides la unidad de absorbancia es
directamente proporcional a la concentracion se determiné que en la 6% semana de
tratamiento la concentracion de flavonoides aumentd +162,60% respecto de su control

(Fig.19). Por todo lo anterior, es posible inferir que la radiacion UV-B aplicada y el
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periodo de tratamiento son los responsables del incremento de la concentracién de

pigmentos obtenida en las plantulas tratadas respecto a sus controles.

——

Absorbancia (u.a)
H

-

2 4 6
Semanas de tratamiento

O Flavonoides control @ Flavonoides UV-B

Figura 19.- Contenido de flavonoides totales en extracto foliar de plantulas de A.
punctatum, mantenidas en condiciones de laboratorio exentas de radiacion UV-B
(control) y aplicando una dosis de 30 pW/cm? de radiaciéon UV-B por 6 horas al dia

durante un periodo de 6 meses de tratamiento (n = 3 £ SD).
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4.5.2.- Determinacién de clorofilay carotenos

Respecto a los pigmentos fotosintéticos (Fig. 9) se observd espectro
caracteristico de carotenoides, con banda espectral entre los 410 y 450 nm y el de las
clorofilas con dos picos maximos entre 422 y 666 nm y 475 con 645 nm, lo cual
corresponde a clorofila a y b respectivamente. Al igual que en los flavonoides, estos
pigmentos presentaron mayores absorbancia, es decir, mayor cantidad de pigmentos
en las plantas tratadas.

A diferencia de la concentracion de pigmentos fotosintéticos observada en las
mediciones con espectrofotometro UV, al aplicar las formulas de determinacion de
concentracion de clorofilas y cardtenos de Lichtenthaler y Willburn (1987) modificado,
se obtuvieron valores diferentes. En la Figura 20 se denota que la concentracién de
clorofila total, hacia el final de periodo de tratamiento (semana 6) aumenté en +53,90%
en plantulas tratadas respecto al control.

Respecto a los carotenoides (Fig. 20) se encontré que después de la 62 semana
de tratamiento UV-B aumentaron su concentracion en +118,3% respecto de su inicial
(semana 2) e incrementando respecto a su control en +184,77% después de 6 semanas

de tratamiento.
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Figura 20.- Concentracion de clorofilas y carotenos en pg/ml de extracto foliar de A.
punctatum, control y tratadas con 30 uW/cm? por 6 horas diarias de radiacién UV-B

durante 6 semanas de tratamiento (UV-B) (n = 3 £ SD).
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4.5.3.- Hidrolisis

Con el fin de realizar una separacion de los grupos azucares de los flavonoides,
la fase alcohol-agua que contiene los flavonoides se llevé a hidrolisis. Al separarse
ambas moléculas, el espectro de absorcion de los flavonoides sufre un leve
desplazamiento de la curva hacia mayores longitudes de onda, lo cual se puede
apreciar en Figura 21, debido a cambios en la resonancia de las moléculas resultantes
de la hidrolisis. Ademas, producto de esta hidrdlisis se obtiene un incremento en las

hidroxilaciones del anillo B, lo cual produce un notable efecto batocrémico en la banda I.



\\\
1,0 \'Xx-::i:}g--'"
.. '\
AN —— No Hidrolizado
N .
T i AN ——— Hidrolizado
2 “ \.\
g .\.\ '\_
5 \ X
2 054 \\\
o NN
8 \.\. -\.
< =
A\
T \'\- -e-0-0-0-¢_
AN . rggee .\'\.\.\.\.
.\.\'\.‘\.\.“
0,0 T T T T T T .11? iz LS "tl
250 300 350 400

Longitud de Onda (nm)

60

Figura 21.- Espectro de absorcion de flavonoides hidrolizados en comparaciéon con

flavonoides no hidrolizados, en extractos foliar de plantulas de A. punctatum

mantenidas bajo radiacion UV-B. En muestras control, las curvas mantienen igual

tendencia (n = 3).
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4.5.4.- ldentificacion de flavonoides

Mediante técnica cromatografia de capa fina se identificaron flavonoides,
determinando los Rf de las muestras (Fig. 22), contra valores de Rf de patrones
respectivos (TABLA 2). De la comparacion de factores de retencién, se identificaron dos
flavonoides: Myricetina y Quercetina (TABLA 3).

Durante las primeras dos semanas de tratamiento se identific6 Myricetina y
Quercetina, tanto en plantulas control como tratadas, mientras que al final del periodo
de tratamiento (62 semana), solo se evidencio Quercetina no observandose presencia

de Myricetina (TABLA 3).

TABLA 2.- Distancias de migracion (Rf) de estandares puros de flavonoides, en

cromatoplacas de Poliamida y fase movil Metanol: Acetato de etilo (5:1).

Estandares Rf (cm)
Apigenina 0.41
Kampferol 0.34
Myricetina 0.33

Quercetina 0.32
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TABLA 3- Distancias de migracion (Rf) de muestras de extractos foliares de plantulas
de A. punctatum controles y tratadas bajo radiacion UV-B durante un periodo de 6
semanas de tratamiento (distancias determinadas en cromatoplacas de Poliamida y

fase movil Metanol: Acetato de etilo (5:1).

Semana de tratamiento  Muestra Rf (cm)

Control 0.33
2

+UV-B 0.32

Control 0.28
4

+UV-B 0.28

Control 0.28
6

+UV-B 0.32
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K C +UV-B M C +UV-B Q C +UV-B A

SEMANA 2 SEMANA 4 SEMANA 6

Figura 22.- Cromatoplaca de poliamida bajo lampara UV, para identificacion de
flavonoides en muestras de extracto de plantulas de A. punctatum, sometidas a
radiacion UV (+UV-B) y bajo condiciones de laboratorio (control, C). Usando estandares

puros de: K (Kamferol), M (Myricetina), Q (Quercetina) y A (Apigenina).
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4.5.5.- Identificacion de azlcares.

Posterior a la identificacion del flavonoide Quercetina, se procedié a la
determinacion del glucido sustituyente mediante TLC.

En Tabla 4 se informan los valores de factor de retencion (Rf) para estandares de
azucares puros, de muestras de extractos foliares de plantas control y tratadas. En la
muestra control de semana 2, no se evidencidé azucar presente, mientras que en
muestra tratada de 62 semana logré identificarse glucido D (+)-Galactosa (Fig. 23). Con
respecto a muestras de la 42 semana de tratamiento, no se utilizaron, ya que en ellas no
se encontraba presente el flavonoide Quercetina para el cual se estudio el azucar

sustituyente en la presente investigacion.
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TABLA 4.- Distancias de migracion (Rf) de estandares puros de glucidos y de muestras
de extractos foliares de plantulas de A. punctatum controles y tratadas bajo radiacion
UV-B durante un periodo de 6 semanas de tratamiento (distancias determinadas en
cromatoplacas de Celulosa y fase movil Pyridina: Acetato de etilo: Acido acético: Agua

(6:6:1:3)).

Rf

Estandares Rf (cm) Control +UV-B
Semana 2 Semana 6

D (+) - Galactosa 0.56 +
L (+) - Arabinosa 0.61
D (-) - Fructosa 0.65

D - Manosa 0.66
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Figura 23.- Cromatoplaca de celulosa usada para identificar azicares en muestras de
extracto de plantas control (C) y tratadas (+UV-B) bajo radiacion por comparacion con

estandares puros F (fructosa), G (galactosa), M (manosa) y A (arabinosa).
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5.- DISCUSION

En el presente trabajo de Tesis, se determind el efecto que ejerce la radiacion
UV-B en el tipo y concentracion de pigmentos foliares en plantulas de A. punctatum, de
acuerdo a la dosis administrada y al tiempo de tratamiento. Para ello se utilizaron;
técnica TLC en la identificacion y espectrofotometria en la determinacion de
concentracion de pigmentos fotosintéticos y protectores. Ademas, utilizando TLC se
busco identificar el tipo de azucar sustituyente en la molécula de flavonoide encontrada.

La respuesta a la aplicacion de la maxima dosis de radiacion UV-B después de 6
semanas de tratamiento fue demostrada en primera instancia en la reduccion de la tasa
de crecimiento de tallo y raiz, lo cual corrobora los datos expresados por Carvajal
(2005) en donde se observo en L. sempervirens una disminucion de altura en las
plantas (-23%) en repuesta al suplemento de radiaciéon UV-B. Esto se explicaria con lo
informado por Daubenmure (2001) que expresa que la radiacion luminosa de onda
corta es responsable de la inactivacion de Acido Indol Acético (AIA) o auxina, hormona
estimulante del crecimiento, lo cual conlleva a detencidén en la elongacion del tallo. La
disminucién de la tasa de crecimiento del tallo estaria dada por el decrecimiento en la
concentracion de auxinas, debido a el aumento de sintesis de flavonoides lo que es
relacionado con control hormonal. Ademas, flavonoides como Quercetina y Apigenina
se han implicado como reguladores endogenos del transporte polar de auxinas lo que
también afectaria su concentracion (Jansen et al. 1998; Taiz et al. 2002).

El desprendimiento de hojas observado en las primeras semanas de tratamiento

UV-B se detiene con el transcurso del tiempo (6% semana) y comienza la brotacion de
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hojas nuevas. Resultados similares que muestran la capacidad de recuperacion de las
plantulas, ha sido informado por Gonzalez (2005) y Carvajal (2005). Ellos estudiaron la
respuesta al suplemento de radiacion UV-B en plantulas de Roble, Rauli, Ulmo y Laurel
mantenidas bajo condiciones de radiacion solar ambiental.

El engrosamiento de la lamina foliar es un mecanismo que se asocia con
proteccion de los pigmentos fotosintéticos frente a la radiacion UV-B aumentando la
distancia de incidencia de los rayos ultravioleta, y la concentracion de los pigmentos
(Olsson et al. 1999). Por el contrario, en este estudio se encontro disminucién del grosor
de la lamina foliar (-17,75%) lo que aparece asociado con la reduccion en el grosor del
parénquima esponjoso, tejido con grandes espacios intercelulares que acumulan aire
saturado de humedad y que actua como un aislante térmico. La nula variacion en el
grosor de la cuticula adaxial, compuesta preferentemente por ceras, se Vio
complementada con el incremento de flavonoides de tipo Quercetina, pigmento
absorbedor de UV-B (Ballaré et al. 1995).

La capacidad de aclimatacion de Olivillo al suplemento de radiacion UV-B se
refleja en el incremento de biomasa total y en su redistribucion obtenida al término de
las 6 semanas de tratamiento, encontrandose aumento de la biomasa de raiz y tallo a
expensas de la biomasa foliar en las plantulas tratadas. Estos resultados no
concuerdan con los valores de conductividad eléctrica, encontrandose que la
concentracion de nutrientes en el suelo de las plantas tratadas fue mayor que de las
plantas control. En este caso, parte de los iones presentes en el suelo podrian deberse
a exudados radicales del tipo flavonoides (Pinto et al. 2002; Romero informacion

personal) o a variacion de la permeabilidad de la membrana radicular.
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El incremento de cenizas en +7,3% a nivel de tallo y +10,6% en raiz en plantulas
bajo tratamiento UV-B, corroboraria lo expuesto. Estos resultados estan soportados por
el trabajo de Ballaré et al. (1995) los que informan que la irradiancia global tanto como
la radiacion ultravioleta, regulan en buena medida la cantidad de nutrientes
transportados del suelo a las partes aéreas.

De acuerdo a los distintos parametros medidos, estos demuestran la capacidad
de A. punctatum de aclimatarse a condiciones excesivas de radiacion UV-B. Para
observar la repuesta del Olivillo frente a este factor, se determiné la cantidad de clorofila
y carotenoides al final de la 62 semana, encontrandose que en las plantas tratadas la
clorofila aumentdé un +53,90% vy los carotenoides un +184,77% respecto al control,
destacandose que el incremento de clorofila fue tanto del tipo a (+27,70%) como del
tipo b (+35,60%). En el caso del trabajo realizado por Carvajal (2005) se encontré que
el mayor aumento se produjo en la clorofila del tipo a, igual resultado observo Gonzalez
(2005) en especies N. alpina, N. obliqua y E. cordifolia.

Este aumento de carotenoides obtenido en las plantulas de Olivillo expuestas a
altas dosis de radiacion UV-B contribuiria a la inactivacion de las especies reactivas de
oxigeno y a la inactivacion del estado triplete de la clorofila en un rol de fotoproteccion
de sistemas fotosintéticos. Dicha respuesta concuerda con resultados obtenidos por
Carvajal (2005), en el cual se demostr6 una significante elevacion en las
concentraciones de carotenos totales y en especial de [B-caroteno. En organismos
acuaticos como algas rojas, se ha encontrado que los carotenoides participan en los

mecanismos de fotoproteccion en condiciones de alta radiacion UV, sugiriendo que [3-
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caroteno y Zeaxantina inactivan radicales inducidos por UV-B en la membrana
fotosintética (Gotz et al. 1999).

Es sabido que como respuesta a un exceso de radiacion UV-B se incrementa la
concentracion de pigmentos absorbedores de esta radiacion. Entre los mas importantes
estan los flavonoides, pudiendo gatillarse la biosintesis de flavonoides especificos y
dependientes de la radiacion UV-B como Quercetina y Kamferol (Rozema et al. 1999).
Esto es debido a la sintesis de la enzima fenil alanina amonio liasa (PAL) y chalcona
sintasa (CHS), involucradas en la biosintesis de estos compuestos (Ballaré et al. 1995).
Algunos de los flavonoides sintetizados por accion de la radiacion UV-B (Kamferol y
Quercetina) tienen mayor capacidad antioxidante, atrapando especies activas del
oxigeno como singlete de oxigeno, superoxido y radicales peréxido, y de prevenir el
fotoblanqueamiento de carotenoides (Brunn et al. 1992).

Similares respuestas de aclimatacién al incremento de radiacion UV-B se ha
reportado en otros estudios (Hess et al. 2003), quienes determinaron incremento en el
contenido de flavonoides del tipo Kamferol en S. microphylla y Quercetina en S.
stipulacea. Carvajal (2005) y Gonzalez (2005) encontraron aumentos importantes en la
concentracion de flavonoides, asi en L. sempevirens se observaron concentraciones
mayores de Quercetina y Kamferol, mientras que en especies N. alpina, N. obliqua y E.
cordifolia se encontraron Quercetina y Myricetina en concentraciones elevadas.

Quercetina por poseer un grupo adicional orto- dihidroxil en anillo B, tiene un
mayor potencial en la actividad antioxidante. De acuerdo a los criterios quimicos
establecidos para determinar la capacidad antioxidante de los flavonoides, se ha visto in

vitro que Quercetina tiene mejores propiedades atrapadoras de superoxidos y otros
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radicales libres que Kamferol (Martinez-Flérez et al. 2002. Tournaire et al. 1993).
Estableciéendose ademas que los glicésidos son menos reactivos frente a radicales
libres que su aglicona (Martinez-Florez et al. 2002).

Los glucidos o hidratos de carbono son nutrientes contenidos en los alimentos y
son las sustancias organicas mas extendidas en la naturaleza y, la principal fuente de
energia. Estan compuestos de C, H y O, éstos ultimos van en la proporcion del agua,
de ahi que se llamen hidratos (Valenzuela, 2003).

Los azucares estan comprometidos en casi en todos los aspectos de la biologia
celular, desde el reconocimiento de patdgenos a la coagulacion sanguinea. Cumplen
funciones en la regulacién de la vida media de las hormonas, el curso del desarrollo
embriolégico y su actuacion como "cédigo de direccion” para dirigir el trafico de células
y proteinas a través del organismo o la comunicacion de célula a célula o el
funcionamiento del sistema inmunologico (Maeder, 2002).

Galactosa no se encuentra en estado libre en la naturaleza sino que unido a
otras moléculas. Ademas, forma parte de nuestro cerebro en donde participa como
combustible para las células y en la conduccién del estimulo nervioso a través de la
vaina de mielina, son los llamados galactocerebrosidos (Vazquez-Contreras, 2003).
Estos son esfingolipidos con una unidad de Galactosa, derivados de ceramidas de
origen animal y vegetal, se encuentran en las membranas celulares neuronales del
cerebro, y participan ademas del atrapamiento de radicales libres (Maeder, 2002.
Vazquez-Contreras, 2003).

Para A. punctatum no se describe en la literatura presencia de flavonoides y

mucho menos del tipo de azlcar sustituyente, por lo que por primera vez se estaria
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reportando la identificaciéon de Galactosa. Este glucido reforzaria el efecto antioxidante
de Quercetina gracias a sus grupos hidroxilo y a la capacidad innata de Galactosa
como antioxidante a nivel cerebral.

A partir de este estudio se demuestra que A. punctatum es capaz de incrementar
la sintesis de sustancias biolégicamente activas con potencial farmacologico
(Quercetina, carotenoides y Galactosa), tratando las plantas bajo un estimulo de
radiacion UV-B. La elevada produccion de carotenoides y Quercetina obtenida, podria
utilizarse para tratar problemas venosos y de circulacion general, gracias a la propiedad
cardioténica de la Quercetina, la cual ejerce efecto tonico sobre el corazén, potenciando
el musculo cardiaco y mejorando la circulacion general (Challen, 1996). Quercetina
segun Cadenas (1996), mostré ser, in vitro, un poderoso agente antiproliferativo de
células anticancerosas humanas y exhibio efectos sinérgicos antiproliferativos con
algunos agentes terapéuticos como cisplatino y adriamicina. Ademas este flavonoide
puede inducir apoptosis en células tumorales humanas. Este hecho se relaciona
ademas con investigaciones hechas por Sasisekharan (2002) en donde encontré que
una azucar relacionada con heparina retardaba el crecimiento tumoral y detenia la
expansion del cancer.

La existencia de diversos estudios que avalan las propiedades benéficas de
flavonoides, carotenos y azlcares en la salud humana, nos alienta a realizar mayores
investigaciones de la presencia de estos compuestos en la flora de nuestro pais.
Especificamente, en especies nativas de las cuales no se tiene conocimiento de uso
medicinal, en pos de contribuir al enriquecimiento del arsenal farmacolégico con

sustancias biolégicamente activas de origen natural. Es asi como Galactosido de
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Quercetina en extracto foliar de plantas de A. punctatum podria proyectarse como un
potencial farmaco usado tanto por sus propiedades antioxidantes altas (Martinez-Florez
et al. 2002), como por sus cualidades anticancerigenas (Zhang et al. 2004) y
antiinflamatorias (Martinez-Flérez et al. 2002. Youdim et al. 2002). Por ello se hace
evidente profundizar estas investigaciones respecto de los efectos tanto de flavonoides
como de sus azucares sustituyentes, para el 6ptimo aprovechamiento de las cualidades
de productos naturales.

Por ultimo, se desprende como conclusion de este estudio que, mediante éste
meétodo de irradiacion se mejoraria la productividad de componentes con elevado

potencial farmacéutico.
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6.- CONCLUSION

En relacion a los resultados obtenidos en este estudio y de acuerdo a las

condiciones en las que fueron realizados los analisis, se podria concluir que:

Se confirma la hipétesis con respecto a que, la sintesis de pigmentos foliares
(Clorofilas, Carotenoides y Flavonoides) aumentd en respuesta a un exceso de

radiacion UV-B y que la sintesis de algunos tipos de flavonoides es UV-B dependiente.

Se demuestra ademas que A. punctatum es capaz en un corto periodo de tiempo
de adaptarse a condiciones de exceso de radiacion UV-B, logrando sintetizar altas

concentraciones de compuestos protectores de sus aparatos fotosintéticos.

Se logra por primera vez identificar el azucar sustituyente de la molécula de
flavonoide en plantulas de A. punctatum, y se determina ademas que la radiacion UV-B
afecta la sintesis de glucidos, variando en el tipo, y probablemente en la concentracion

de éstos.

Por dltimo, se concluye que A. punctatum, mediante este método de radiacion,
aumentaria la productividad de sustancias con potencial farmacolégico, abriendo la

posibilidad de utilizar pigmentos de origen natural dentro de la medicina tradicional.
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7.- GLOSARIO

Parte de un érgano mas alejado del eje de la planta, en una hoja es
el envés.

Parte de un 6rgano mas préximo con respecto a un eje, en las hojas
corresponde al haz o cara superior.

Que actua en contra del crecimiento y la division de células.

Materia seca que puede ser expresada por unidad de éarea,
volumen o peso.

Cuando la longitud de onda de absorcion de una sustancia se
desplaza hacia longitudes de onda mas grandes o de menor
energia por efecto del solvente o por sustituyentes.

Que aumenta la secrecion de orina.

Que favorece la digestion.

Especie vegetal que presenta hojas durante todo el afio.

Gas cuyas moléculas contienen tres atomos de oxigeno y cuya

presencia en la estratdsfera constituye la capa de ozono.
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ANEXO 1.- Preparacién Oxalato de anilina

= 0,9 oz. Acido Oxalico.
= 200 ml agua destilada.
= 1,8 mlanilina.
Agitar hasta completa disolucion y almacenar en frasco ambar y mantener

refrigerado.
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ANEXO 2. Medicion pH en suelo de cultivo de plantulas de A. punctatum, mantenidas en condiciones de laboratorio

(control) y bajo radiacion UV-B (+UV-B) (n = 3, + SD).

PHagua pPHkci PHagua PHkcl PHagua PHkci
Semana 2 Semana 4 Semana 6
Control 5.78 + 0.06 4.70 £ 0.03 5.10+0.1 459 +0.3 4.98 £ 0.05 4,54 + 0.02
+UV-B 6.09+0.3 4.95 £+ 0.04 6.00+0.1 4.93 £ 0.06 5.02+0.2 4.28 + 0.03
% variacion +5.36 +5.32 +17.64 +7.41 +0.80 -5.73
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ANEXO 3. Absorbancia maxima de flavonoides (270 nm), carotenos (410 nm) y clorofilas (666 nm) en extracto de

hojas de plantulas de A. punctatum mantenidas bajo condiciones de laboratorio (control) y bajo radiacion (+UV-B). Los

datos fueron obtenidos en espectrofotometro UNICAM UV 500 a longitud de onda entre 200y 750 nm (n = 3, + SD).

Flavonoides Carotenoides Clorofilas
Control +UV-B % var. Control +UV-B % var. Control +UV-B % var.
Semana
5 0.613 £ 0.06 1.470+0.3 +139.8 0.223+0.03 0.338+x0.1 +51.57 0.126+0.01 0.156+0.03 +23.81
Semana
4 0.518 £ 0.04 1.148+0.3 +121.6 0.222+0.04 0.308+0.1 +38.74 0.141+0.01 0.170+=0.04 +20.57
Semana
0.690+0.2 1.812+0.1 +162.6 0.254+0.06 0.403+0.1 +58.66 0.122+0.03 0.191+0.06 +56.56
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